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^ reducci6n de la masa tumoral y un aumento del tiempo de supervivencia. 



wo 2004/058297 



PCT/CU2003/000019 



MEMORIA DESCRIPTIVA 

COMBINACIONES DE FACTORES REGULADORES DEL CRECIMIENTO Y 
HORMONAS PARA EL TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS. 

5 

La presente invencion estk relacionada fundamentalmente con el campo de la 
inmunologla, la endocrinologfa y la oncologfa, y en particular a composlciones 
fannacSutlcas que induyen una combinacl6n de factores reguladores del 
creclmiento (EGF, TGF, VEGF) y de hormonas sexuales y/o aqu6llas involucradas 
10 en la cascada de Iiberaci6n de hormonas sexuales, o de la reproducci6n, que 
provocan la producci6n de respuesta auto inmune de fomna combinada para el 
tratamiento de neoplasias. 

Estado de la t6cnica Anterior 

IS La Hormona Liberadora de Gonodatroplnas ("Gonodatropin-Releasing Hormone" en 
ingl6s, abrevlado GnRH), tambl§n conocida como Hormona Liberadora de la 
Homiona Luteinizante ("Luteinizing Hormone Releasing Hormone" en Inglds, 
abreviado LHRH), es una hormona peptfdica hipotaldimica, responsable de estimular 
la llberacldn de la hormona Luteinizante ("Luteinizing Hormone" en lngi§s, abreviado 

20 LH) y Foliculo Estimulante ("Follicle Stimulating Hormone" en lngl§s, abreviado FSH) 
de la pituitaria anterior. 

Adem^s de la GnRH producida por el sistema hlpotal^mico, existen evidencias de la 
producci6n de GnRH en otros sitios del cerebro (Jennes L, Conn P.M., 
"Gonodatripln-releasing hormone and its receptors in the rat brain". Fmnt 

25 NeumendocnnoL 1994, vol. 15, pp. 51-77), asf como en celulas granulosas de 
ovario de ratas (Peng G. Fan N.C. Ligier M. Vaananen J. Leung P.O., "Expression 
and regulation of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and GnRH receptor 
messenger ribonucleic acids in human granulosa-luteal cells". Endocrinology 1994, 
vol. 135, pp. 1740-1746), en c6lulas testiculares (Dl Matteo L Vallarino M. Pierantoni 

30 R., "Localization of GnRH molecular forms in the brain, pituitary, and testis of the 
frog, Rana esculenta". J. Exp. ZooL 1996. vol. 247, pp. 33-40), en la placenta 
humana (Gohar J. Mazor-M. Leiberman J. R., "GnRH in pregnancy". AfX)h. Gynecol. 
Obstet 1996, vol. 259, pp. 1-6). en el sistema inmune (Jacobson J.D. Crofford L.J. 
Sun L. Wilder R.L.. "Cyclical expression of GnRH and GnRH receptor mRNA in 
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lymphoid organs". Neuroendocrinology 1998, vol. 67, pp. 117-125) y en gidndula 
pltuitaria (Bauer T.W. Moriarty CM. Childs G.V., "Studies of immunoreactive 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in the rat anterior pituitary". J. Histochem. 
Cytochem. 1981. vol. 29, pp. 1171-1178). 
5 Es bien conocido que la gonadectomfa constituye una intervencidn terapSutIca 
necesaria en el tratamiento de tumores dependientes de esteroides gonadales. Los 
andiiogos de GnRH pueden ejercer su actlvidad antitumoral no solo a trav6s de la 
castracion qufmica, sino tambi§n por efecto directo sobre las c^lulas tumorales 
(Couillard S. Labrie C. Belanger A. Candas B. Pouliot F. Labrle F. "Effect of 

10 dehydroeplandrosterone and the antiandrogen EM-800 on growth of human ZR-75-1 
breast cancer xenografts". J. Nat. Cancer Inst, 1998, May 20, pp. 772-778; Kolle S. 
et al.: "Expression of growth hormone receptor in human prostatic carcinoma and 
hyperplasia". Int. J. Oncol., 1999, vol. 14, No. 5, pp. 911-916). 
Se ha reportado ademds, que un antagonlsta de GnRH (MZ-4-71) es capaz de 

IS suprimir el crecimiento de llneas celulares de cancer de pr6stata andr6geno 
independlentes PC-3, DU-145 y Dunning AT-1 (A Jungwirth et al.: "Inhibition of in 
vivo proliferation of androgen-independent prostate cancers by an antagonist of 
growth hormone-releasing homione". British Journal of Cancer, 1997. vol. 75, No. 
11, pp. 1585-1592). 

20 La Ifnea celular Dunning R3327-G ha sido utilizada ampliamente para diferentes 
estudios, generalmente asoclados al tratamiento de tumores prost^ticos, y en la 
actualldad constituye un modelo establecido. El receptor de EGF (EGF-R) se ha 
encontrado en modelos de tumores prostdticos Dunning R3327 sensibles a 
androgenos (Damber JE, Bergh A, Assarsson B, GSfvels M. "Epidermal growth 

25 factor receptor content in rat prostatic adenocarcinoma: effects of endocrine 
treatmenf, Urol Res 1995; vol. 23, No.2. pp. 119-25). Se ha sugerido ademds, que 
en ia subifnea Dunning R3327-G. la expresidn del receptor de EGF est& 
coordlnadamente bajo el control androgSnIco (Coordinate loss of growth regulatory 
factors following castration of rats canying the Dunning R3327 G prostatic tumor. 

30 Clin Physiol Blochem 1 992; vol. 9. No.2, pp. 47-50). 

El Factor de Crecimiento Epld6milco (Epidemia! Growth Factor en ingl6s, abrevlado 
EGF) es un pollpgptido de 53 amlnodcidos, con un peso molecular.de alcededor de 
6,045 D, que estimula la proliferacidn de cSlulas epiteliales y mesenquimales tanto 
In vitro como in vivo (Cohen S., Carpenter G., "Human Epidermal Growth factor 
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Isolation and Chemical and Biological Properties", PAWS USA 1975, vol. 72, pp. 
1317). Su accidn es desarroliada fundamentalmente a trav§s de receptores 
especfflcos en la membrana de dichas cSlulas. El EGF fue aislado y purificado por 
primera vez de glandulas submaxilares murinas (Cohen S. J. Biol. Chem. 1962, vol. 
5 237, No. 1, pp. 555). Posteriomiente se obtuvo una mol^cula similar de ia orina 
humana (Cohen S. "Human Epidennal Growth factor: Isolation and Chemical and 
Biological Properties", PAWS USA 1975, vol. 72, pp. 1317). 

La acci6n bio-reguladora del EGF es ejercida a trav^s de un receptor de membrana 
(EGF-R), una glicoprotefna de alrededor de 170 KD, cuyo gen ha sido clonado y 

10 secuenciado. El dominio intracelular del receptor estS asociado con la actividad de 
una protefna tirosino kinasa especlfica, que muestra homologfa estructural al 
producto oncogen v-erb-B mostrando derta relaci6n hacia los procesos de 
transformaciones malignas (Helding C. H. Cell 1984, vol. 37, pp. 9-20). 
La presencia del EGF-R en cSlulas de tumores ha probado ser una indicaci6n de un 

15 pron6stico reservado en el cancer de mama humane. Aproximadamente el 40% de 
los tumores de mama muestran sitios de unl6n especlfica de alta afinidad por el 
EGF (M.A. Rios et al.: "Receptors for Epidermal Growth Factor and Estrogen as 
Predictors of Relapse in Patients with Mammary Carcinoma". Anticancer Research 
1988, vol. 8, pp. 173-176). Existe tambi§n una correlaci6n inverse con la presencia 

20 de receptores de estr6genos senalando al EGF-R como un marcador de 
diferenciaci6n o como un indicador de la capacidad potencial de proliferaci6n de 
cdlulas malignas (P6rez R., Pascual M. R.. Mactas A. Lege A.. Breast Cancer 
Researcti and Treatment 1984, vol. 4, pp. 189-193). 

Estudios previos desanrollados en el modelo del tumor ascltico de Ehrlich en ratones 
25 Balb/C, demostraron el efecto inhibitorio in vivo del EGF (Lombardero J., et al. 
Neopiasma 1987, vol.33, pp. 4), sugiriendo la posibilidad de considerar esta 
molecule como un modificador de la respuesta bioldgica. 

Una composici6n vacunal que contiene al EGF aut6logo acoplado a una protefna 
portadora que inhibe el crecimiento de tumores dependientes de EGF a trav§s de un 
30 efecto autoinmune, sin efectos colaterales, ha sido desanollada (US 5,894,018: 
Vaccine composition comprising autologous epidermal growth factor or fragment or 
derivative thereof having anti-tumor activity -and use-thereof in the therapy .of 
malignant diseases). 
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En estudios previos se ha reportado que el tumor Dunning express altos niveles de 
ARNm para el factor de creclmiento del endotelio vascular (Vascular Endotelial 
Growth Factor en ingl6s. abreviado VEGF) y sus receptores comparados con la 
prdstata ventral (Expression of vascular endothelial growth factor and its receptors in 

5 the ventral prostate and Dunning R3327 PAP adenocarcinoma before and after 
castration, Prostate 1998, vol. 36, No. 2, pp. 71-79). Ensayos en modelos animates 
han mostrado que la deprivaci6n androgSnica puede conllevar a la regresl6n 
vascular y que el VEGF puede ser regulado por andrdgenos. En el cancer de 
pr6stata humane, la produccidn constitutlva de VEGF por el epitelio glandular fue 

10 suprimida como consecuencia de una terapia de ablacion androgSnica. La p§rdida 
de VEGF conllev6 a la apopt6sis selectiva de las c^lulas endoteliales en vasos 
desprovistos de c^lulas periendoteliales (Laura E. et at.: "Selective ablation of 
Immature blood vessels In established human tumors follows vascular endothelial 
growth factor withdrawal". J. Clin. Invest. 1999, vol. 103, No. 2, pp. 159-165). 

IS El VEGF es un mitdgeno angiogSnico y vasculogSnico especffico de cSlulas 
endoteliales y tambiSn juega su papel en la vascularizaci6n patog§nica. la cual se 
asocia a un nOmero de patologfas clfnicas, incluyendo el cancer y la artritis 
reumatoidea. El VEGF es un homodimero glicosilado unido por enlaces disulfuros y 
es expresado en diferentes Isoformas (VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206) 

20 con tallas que varfan en un range desde 121 hasta 206 residues en humanos (Yves 
A. Muller, et al.: "The crystal structure of vascular endothelial growth factor (VEGF) 
refined to 1.93 A resolution: multiple copy flexibility and receptor binding". Stnicture 
1997, vol. 5, No. 10. pp. 1325-1338). 

Las cSlulas tumorales por lo general muestran dependencia alfamente reducida de 
2S eslimulacion de creclmiento ex6geno y son capaces de generar muchas de sus 
senates propias de creclmiento. Esta independencia de sefiales. derivadas 
ex6genamente, dafta un mecanismo homeostdtico criticamente Importante, que 
opera normalmente para asegurar el comporfamiento correcto de varies tipos de 
c^lulas dentro de un tejido. 
30 Para alcanzar su autonomfa en senates de crecimiento. las cSluias han creado 
mecanismos que alteran las seflales de crecimiento extracelular. de transductores 
transcelulares de esas sefiales- o del drcuito intracelular que traduce esas senates 
en acci6n (Douglas Hanahan and Robert A. Weinberg: "The Hallmarks of Cancer 
(Review)". Cell 2000, vol. 100, pp. 57-70). Mientras la mayorfa de los factores de 
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crecimiento son producidos por un tipo de c§lulas para estimular la proliferaci6n de 
otras (proceso de seflalizacion heterotfpico), muchas celulas de cancer adquieren la 
habilidad de sintetizar factores de crecimiento para los cuales ellas son 
respondedoras, creando un lazo de retroalimentacldn positiva (estimulaci6n 
5 autocrina). 

Los receptores para determlnados factores de crecimiento, que generalmente portan 
activldad tiroslno kinasa en sus dominios citoplasmdticos, estdn sobre-expresados 
en muchos tipos de celulas cancerosas y como consecuencia desarrollan una hiper- 
respuesta a concentraciones normales de los mismos. La sobre-expresi6n de 

10 receptores para factores de crecimiento, puede ellcitar seftalizacl6n independiente 
de ligandos. La senalizacidn independiente de ligandos puede ser alcanzada 
tambi6n por alteraciones estructurales de los receptores (el receptor de EGF puede 
perder parte de su domlnio citoplasmdtico y seflalizar constitutivamente). 
La cascade SOS-Ras-Raf-MAPK Juega el papel central en la senaiizaci6n por la 

IS accl6n de factores de crecimiento. El 25% de tumores humanos presentan 
problemas en ia regulacl6n de la expresion de proteinas Ras, aunque se supone 
que las rutas de sef1alizaci6n del crecimiento sufren alteraciones en todos los 
tumores humanos (casi ia mitad de los carcinomas de colon humanos portan 
oncogenes ras mutados y se piensa que los restantes portan defectos en otros 

20 componentes de las rutas de sefializaclon). 

Las cdlulas normales, tales como fibroblastos y c§lulas endoteliales, pueden jugar 
un papel decisive en la proliferacidn de las celulas tumorales. En un tejido normal 
las c§lulas son incitadas a crecer a trav§s de las senales (paracrinas) de sus 
vecinas, o a trav^s de senales sistSmicas (endocrinas), por tanto, para expiicar la 

25 proliferacion de celulas tumorales hay que tener en cuenta que la sefializacidn 
heterotdpica entre los diversos tipos de c6lulas dentro del tumor es tan Importante 
como los mecanismos autdnomos antes mencionados. En ese sentido, el oxfgeno y 
los nutrientes suminlstrados por la vasculature son cruciaies para las funciones y 
supervivencia de las celulas tumorales. 

30 La habilidad de inducir anglogenests sostenlda parece adquirirse en uno o varios 
pesos discretes durante el desarrollo de tumores a travSs de un cambio anglog^nico 
del estado vascular enquistado. La neovascularizacl6n es-un pre-requisito.para la 
expansidn clonal asoclada con la formaci6n de tumores macrosc6plcos. 
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Se ha encontrado que el efecto mitog§nico de factores de crecimiento en Ifneas 
celulares puede ser contrarrestado por analogos de GnRH, indicando una 
lnteracci6n de la GnRH con la ruta mltog6nlca de transducci6n de seftaies. Esta 
hipotesis fue con^oborada por la demostraci6n de la inhibicidn de la activldad tirosino 
5 kinasa, inducida por factores de crecimiento en c§lulas tumorales humanas de 
ovarlos y endom6trlo por agonistas de GnRH. la cual se debl6 en parte a la 
activaclon GnRH-induclda de la fosfetasa fosfotirosina. 

Se ha asociado el tratamiento con analogos de GnRH a una reduccidn marcada de 
receptores para factores de crecimiento (EGF; factor 1 de crecimiento de tipo 

10 insulina, lGF-1) en membrana de cSlulas tumorales; asf como la disminucidn 
dramdtica de los niveles de ARNm para el EGF-R en tumores. Se ha reportado 
ademds actividad anti-prolifarativa y cambios en la expresidn de receptores para 
estrdgenos y andrdgenos en detemiinadas Uneas tumorales. 
Los avances en las investigaciones relacionadas con el cancer durante m^s de un 

IS cuarto de siglo, han propiciado la acumulacl6n de indiscutibles evidencias, de que la 
tumorogdnlsis es un proceso dindmico de mOltlples pasos. El vasto cat^logo de 
genotipos de cdlulas malignas es una manifasfacidn de alteraciones esenciales en 
la fisiologfa de las c6lulas, dichas alteraciones rigen colectlvamente el crecimiento 
maligno de tejidos en los distintos tipos de tumores. Por lo tanto un Importante 

20 problema de la terapia del cdncer aun no resuelto, es conseguir la modulacidn de la 
respuesta inmune por la vfa active o pasiva. 

Explicacidn de la Invencidn 

La presente invencion resuelve el problema antes mencionado, empleando una 
25 nueva combinaci6n farmac^utlca que incluye factores reguladores del crecimiento 
(EGF, TGF, VEGF) y hormonas sexuales y/o aqudllas involucradas en la cascade 
de Iiberaci6n de homionas sexuales. o de la reproduccion (GnRH, LH, FSH). Dicha 
comblnaci6n es Otil para el tratamiento de neoplasias y dependiendo de las 
circunstancias los ingredientes actives de la combinacidn pueden administrarse 
30 simultdnea, separada o secuenclalmente. 

En estudios preclfnicos realizados, la generaclon de respuesta inmune comblnada 
hacia ios factorea de crecimiento y hormonas. antes mencionados, ha perrnitido 
obtener mejores resultados que los observados cuando se genera respuesta Inmune 
hacia estos factores y hormonas de forma independiente. Estos resultedos 
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proporclonan evidencias de que este acercamlento constituye una vfa mSs efectiva 
para el tratamlento de paclentes con neoplasias de diferentes ortgenes ya que se 
potencia la respuesta antitumoral, expresada como reducci6n de la masa tumoral y 
el aumento del tiempo de supervivencla. 
5 Mas particularmente la invencl6n se reflere a combinaclones famiac§utlcas para el 
tratamiento de neoplasias, mediante admlnlstraci6n simultenea, separada o 
secuencial, las cuales comprenden un compuesto A y un compuesto B, donde A y B 
son seleccionadas del grupo de moldculas consistentes en: 

A: a.1. GnRH, o sus an^logos, o anticuerpos anti-GnRH, o el receptor de GnRH 
10 (GnRH-R) o sus variantes mutadas, o p6ptidos derivados, o anticuerpos anti- 
GnRH-R, acoplados o no a una protefna portadora inmunopotenciadora. 
a.2. Gonadotroplnas naturales o recombinantes, o sus anSlogos, o sus variantes 
mutadas, acopladas o no a una protefna portadora inmunopotenciadora, 
anticuerpos anti-Gonadotropinas hlpofisarias, sus fragmentos Fabs, scFV, 
IS liumanizados o no. 

a.3. Receptores de Gonadotroplnas hlpofisarias, o sus variantes mutadas, o 
p6ptidos derivados, acoplados o no a una protefna portadora 
inmunopotenciadora. 

a, 4. Anticuerpos anti-receptor de Gonadotroplnas hipoflsarias. sus fragmentos 
20 Fabs, scFV, humanizados o no. 

B: b.1. EGF natural o recombinante o sus variantes mutadas, o peptides derivados, 
o peptides mim6ticos de EGF o andlogos de EGF, acoplados o no a una protefna 
portadora inmunopotenciadora. 

b. 2. Anticuerpos anti-EGF, sus fragmentos Fabs, scFV, humanizados o no. 

25 b.3. Receptor de EGF (EGF-R), o sus variantes mutadas o peptides derivados 
acoplados o no a una protefna portadora inmunopotenciadora. 
b.4. Anticuerpos anti receptor de EGF, sus fragmentos Fabs, scFV, humanizados 
o no. 

b.5. VEGF natural o recombinante o sus variantes mutadas, o peptides 
30 derivados, o peptides mim6ticos de VEGF o anSlogos de VEGF, acoplados o no 
a una protefna portadora inmunopotenciadora. 

b:6. Anticuerpos anti-VEGF, sus-fragmentos Fabs, scFV, humanizados o no. . 
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b.7. Receptores de VEGF, o sus variantes mutadas o peptides deiivados de los 
receptores de VEGF acoplados o no a una protefna portadora 
inmunopotenciadora. 

b.8. Anticuerpos anti receptor de VEGF, sus firagmentos Fabs, scFV, 
S humanizados o no. 

b.9. TGF natural o recombinante o sus variantes mutadas, o pSptidos derivados. 
o peptides mlm6tlcos de TGF o an^logos de TGF, acoplados o no a una protefna 
portadora inmunopotenciadora. 

b.10. Anticuerpos antl-TGF, sus fragmentos Fabs, scFV, humanizados o no. 

10 b. 1 1 . Receptor de TGF (TGF-R), o sus variantes mutadas o peptides derivados 
En una realizad6n preferida, las combinaciones fannac6uticas que Incluyen las 
moI§cu!as de los grupos A 6 B son acopladas a la protefna portadora 
inmunopotenciadora mediante conjugaci6n o mediante la fonnaci6n de protefnas 
quim6ricas y mds especfficamente dentro de las mol§culas del grupo A ei p§ptido 

15 anilogo de GnRH con la secuencia pGlu-Hls-Trp-Ser-Tyr-Pro-Leu-Arg-Pro-Gly. 

En otra materializaci6n de la invenci6n la protefna portadora inmunopotenciadora 
seleccionada puede ser una de las protefnas de la membrana externa de Neisseria 
meningitidis P1 y P64.o un epitope T helper del toxoide tetdnico (TT). 
Asimismo la invenci6n refiere una combinacidn fermac6utica donde la protefna 

20 conjugada o quim6rica es una de las variantes sigulentes: 

(b) GnRH unida a una protefna portadora y a EGF. 

(c) GnRH unida a una protefna portadora y a VEGF. 

(d) GnRH unfda a una protefna portadora y a TGF. 

(e) GnRH unida a una protefna portadora a EGF y a TGF. 
25 (f) GnRH unida a una protefna portadora a VEGF y a EGF. 

Esta invenci6n proporciona tambien un metodo para la generacion de respuesta 
inmune combinada el cual comprende el tratamiento con las combinaciones 
terap6utlcas definidas en la invencion, las cuales pueden ser aplicadas de forma 
simultdnea, separada o secuencial. 

La Invencian se describe mas detaliadamente a trav§s de los sigulentes 
procedimientos 

Obtenci6n do una preparacl6n inmunoggnica, que contiene GnRH mutada 
acoplada a un epitope T-helper del toxoide tetanico (D3-1), como uno de los 
componentes para preparaclones comblnadas. 
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Para alcanzar una respuesta de antlcuerpos contra la GnRH se inmunlza con un 
p6pticlo anSlogo a GnRH conjugado con una protefna portadora (Vacuna para la 
inmunocastracidn de mamffems, EP 0 959 079). El p6ptido an^Iogo de GnRH (pGlu- 
Hls-Trp-Ser-Tyr-Pro-Leu-Arg-Pro-Gly) y la protefna portadora (un epftope T-helper 
del toxoide tetdnico) fueron sintetizados qufmicamente usando dos residues de 
glicina como separadores, por el m6todo de fase sdlida y la estrategia Boc/Bzl 
usando reslna de "4-methyl-ben2hydrllamlne" (MBHA - 0.75 mmol/g, BAGHEM, 
Swiss). 

La respuesta humoral contra la GnRH puede obtenerse medlante la inmunizacl6n 
activa con GnRH natural o cualquiera de sus an^logos acoplados a una protefna 
portadora. Por otra parte los andlogos de GnRH. agonistas o antagonistas, pueden 
ser usados como tales en preparaciones comblnadas, logr^ndose tambi6n un efecto 
sinSi^ico de reducci6n de la masa tumoral debido a que del mismo modo 
intenrumpen o dafian la sef1alizaci6n a travSs de la protefna G en las c^lulas que 
15 portan sus receptores. Antlcuerpos antl-GnRH pueden utillzarse adem^s como 
componentes en composiciones combinadas para generar una respuesta inmune 
pasiva. Las gonadotropinas hipofisarias honnona lutelnlzante (LH) y 
folfculoestlmilante (FSH) pudieran tambien ejercer un efecto sin6rgico en 
detemninados tipos de tumores si se combinan con factores de creclmiento para 
20 producir respuesta autoinmune. 

Obtencf6n de una preparacidn inmunog§nica, que contiene al Factor de 
Crecimiento Epld^rmico humano recombinante (hrEGF) acoplado a una 
protefna portadora, como uno de los componentes para preparaciones 
combinadas. 

25 Una soluci6n de Factor de Crecimiento Epid6miico humano recombinante hrEGF 
(National Medicament Register Office from Cuba, HEBERiVIIN. No.1266) en 
PBS/MgCL2 10 xxM, se mezcia con una soluci6n de la protefna portadora (P64 
recombinante; protefna de membrana exterior de Neisseria meningitidis) en el 
mismo solvente. en una relaci6n de 1 a 5 moles de hrEGF por mol de protefna. 

30 Posteriormente se adiciona glutaraldehfdo 0.05% hasta una concentracion final de 
0.05 a 0.1 %. La mezcia se incuba por un perfodo de 1 a 3 horas a temperatura 
ambiente y se dializa en PBS/ MgCLa tOmlVl eon al menos 3 cambios de la soluci6n 
de dISIisis (Vaccine composition comprising autologous epidennai growth fector or a 
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fragment or a derivative thereof having anti-tumor activity and use thereof in the 
therapy of malignant diseases. US 5.894.018). 

La respuesta humoral hacia el EGF puede lograrse tambi§n medlante la 
inmunizacion con peptides de EGF o de su receptor acoplados a una protefna 
portadora inmunopotenciadora, o de forma pasiva. sumlnistrando directamente 
anticuerpos anti-EGF o anti receptor de EGF. 

El EGF comparte cerca del 30 % de su secuencia con el Factor de Crecimiento 
Transfonnante (T ransfomiing Growth Factor en Ingl6s. abrevlado TGF) y compite 
con 61 por los mismos sitios de unl6n en receptores de membrana. Ademds, se han 
reportado grandes cantidades de complejos TGF affa / receptor de EGF en 
diferentes tipos de tumores humanos. Es por tanto evidente, que la respuesta 
humoral hacia el TGF es importante en la oncogenesis, y que es igualmente 
importante en el slnergismo que se describe para el EGF. 

Obtenci6n de una preparaci6n inmunogenica, que contlene al Factor de 
IS Crecimiento de Endoteiio Vascular humano (hVEGF) acoplado a una protefna 
portadora, como uno de los componentes para preparaciones combinadas. 

La respuesta humoral contra el VEGF es alcanzada inmunizando con hVEGF 
conjugado con una protefna portadora (KLH. Keyhole limpet haemocyanin) (hVEGF- 
KLH). La conjugaci6n de la isofomna hVEGFi2i a KLH se realiz6 utilizando el 

20 proceso de acoplamiento de la carbodiimida soluble. 

La respuesta humoral hacia el VEGF puede lograrse tambi6n medlante la 
inmunizacidn con peptides de VEGF o de su receptor acoplados a una protefna 
portadora inmunopotenciadora, o de forma pasiva, sumlnistrando directamente 
anticuerpos anti-VEGF o anti receptores de VEGF. 

25 Obtencidn de una preparac!6n inmunogenica combinada de GnRH y hrEGF. 
La preparaci6n inmunogenica combinada se obtuvo mezciando 750 ixg de D3-1 y 
250 ng de hrEGF-P64 en un volumen final de 0.5 ml. 

Obtencion de una preparaci6n inmunogenica combinada de GnRH y hVEGF. 

La preparaci6n inmunogenica combinada se obtuvo mezciando 750 ixg de D3-1 y 
30 lOOngde hVEGF-KLH en un volumen final de 0.5 ml. 
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Breve descripcion de los dibujos 

La Figura 1 muestra la evaluacidn del tiempo de supervivencia de ratas 
Copenhagen Implantadas con la Ifnea tumoral Dunning R3327-G sometidas a 
diferentes tratamientos. 

5 

Exposicion detallada de modos de realizacidn / Ejemplos 
La presente Invenclon se llustra mediante los siguientes ejemplos. 

1. Implante de la Ifnea tumoral R3327-G en ratas Copenhagen. 

Ratas Copenhagen de 9-12 semanas (aproximadamente 100 g de peso corporal) 
10 fueron implantadas con la Ifnea celular Dunning R3327-G. uBIizando una densldad 
celular de 2x10^ c6lulas por animal, en medio de implante (medio de cultivo RPMI 
1640, libre de suero en un volumen de 0.5 ml) en la zona laxa de los flancos. La 
eficiencia del prendimiento alcanzada fue del 100% de los animates a los 90 dias. 

2. Evaluaci6n del tiempo de supervivencia, como criterio de actividad 
15 antitumoral, de ratas implantadas con la ifnea tumoral Dunning R3327-G bajo 

diferentes tratamientos. 

Para el experimento se confecclonaron 8 grupos, de 10 animates cada uno. con 
ratas Copenhagen implantadas de la fomia que se describe anteriormente. 
Grupos experimentales: 

20 1. Animales placebos (inmunizados con PBS en adyuvante oleoso). 

2. Animales castrados quIrOrglcamente. 

3. Animales tratados con DBS (dietilestilbestrol). 

4. Animales inmunizados con el p6ptido D3-1 (GnRHml-TT). 

5. Animales inmunizados con hrEGF-P64. 
25 6. Animales inmunizados con hVEGF-KLH. 

7. Animales Inmunizados con una preparacl6n comblnada de D3-1 + hrEGF-P64. 

8. Animales inmunizados con una preparaddn comblnada de D3-1 + hVEGF-KLH. 
El esquema de inmunizaci6n utilizado en el tratamiento induyd 7 dosis (3 dosis 
antes del Implante y 4 dosis posterior al Implante) adminlstradas quincenalmente de: 

30 750 ^g de D3-1 , 250 jig de hrEGF-P64. 100 ng de hVEGF-KLH y las comblnaclones 
de D3-1 + hrEGF-P64 y D3-1 + hVEGF-KLH en un volumen de 0.5 ml en adyuvante 
oleoso (se utiliz6 adyuvante cpnipleto de Frfeund.en la primera inmunizaci6n y 
adyuvante Incompleto de Freund en estimulaclones posteriores), por vfa subcut^nea 
en 4 sitios a ambos lados de la columna vertebral. En las combinaciones se 
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mantuvo ia misma dosis de cada antfgeno que la suministrada en los tratamientos 
independlentes. 

El tratamlento con DES se reallzd en dfas altemos 3 veces por semana a raz6n de 
1mg/kg/dfa durante el tiempo que dur6 el experimento y comenz6 una vez que se 
S Inocularon las cdlulas. 

Las inmunizaciones comenzaron entre 30 y 45 dfas antes del procedimlento de 
implante del tumor y se prolongaron hasta completar un total de 7 Inmunizaciones, 
de modo que la respuesta humoral en ensayos ELISA para cada uno de los 
antlgenos, expresada en tftulos de anticuerpos, estuvlera por encima del valor de 
10 corte para cada antfgeno, antes de que se Inocularan las c§lulas tumorales. 

La evaluacl6n del efecto de los tratamientos se realizd 1 vez por semana durante el 
periodo experimental (13 meses). El efecto fue evaluado como el tiempo de 
supervivencia de los animates en cada grupo experimental. Los dates se muestran 
en lafigura No. 1. 

IS 3. Evaluacidn de la reduccion del tumor, como criterlo de activldad 
antitumorai, en ratas implantadas con la Ifnea tumoral Dunning R3327-G bajo 
diferentes tratamientos: 

Para el experimento se confeccionaron 8 grupos, de 10 animates cada uno, con 
ratas Copenhagen implantadas de la forma que se describe anteriormente. 
20 Grupos experimentales: 

1. Animates placebos (inmunizados con PBS en adyuvante oleoso). 

2. Animates castrados quln:irgicamente. 

3. Animales tratados con DES (dietilestilbestrol). 

4. Animales inmunizados con el peptide D3-1 (GnRHml-TT). 
25 5. Animales inmunizados con hrEGF-P64. 

6. Animales inmunizados con hVEGF-KLH. 

7. Animales inmunizados con una preparaclon combinada de D3-1 + hrEGF-P64. 

8. Animales inmunizados con una preparaci6n combinada de D3-1 + hVEGF-KLH. 
El esquema de Inmunizaci6n utilizado en el tratamlento (igual que el anterior) incluyd 

30 7 dosis (3 dosis antes del Implante y 4 posterior al Implante) administradas 
quincenalmente de: 750 ^g de D3-1, 250 jmg de hrEGF-P64. 100 ^ig de hVEGF-KLH 
y sus combinaclones en un volumen-de 0.5 ml en adyuvante oleoso .(se utiiiz6 
adyuvante complete de Freund en la primera inmunizacl6n y adyuvante Incomplete 
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de Freund en estimulaciones posteriores), por vfa subcutenea en 4 sitios a ambos 
lados de la columna vertebral. En las combinaciones se mantuvo la misma dosis de 
cada antfgeno que la suminlstrada en los tratamlentos independlentes. 
El tratamiento con DES se realiz6 en dfas altemos 3 veces por semana a raz6n de 
5 1mg/kg/dfa durante el fiempo que dur6 el experimento y comenzd una vez que se 
inocularon las cdlulas. 

La evaluacidn del experimento se realizd al sacrificio (3 meses despu^s de realizado 
el implante de la Ifnea tumoral). Para evaluar el efecto de cada tratamiento. el tumor 
fue resecado y pesado en balanza t6cnica. El efecto del tratamiento (ETratamiento) se 
10 conslder6 como la unidad menos la relaci6n de la media del peso de los tumores en 
los animates tratados (PTratamiento) y la media del peso de los tumores en los 
animates placebos (Ppiaeebo): 



ETratamiento = 1 — (PTratamiento/ Ppiacebo) (1) 

15 El efecto esperado (ETe6rico) en el caso de las preparadones de doble combinaci6n 
puede calcularse para el caso de que ambos efectos no sean mutuamente 
excluyentes (Carldad W. Guenra Bustillo, Ernesto Men6ndez Acufla, Rolando 
Barrero Morefta, Esteban Egafia Morales: "Estadlstlca", Editorial Pueblo y 
Educacidn. 1989) segiin la formula: 

20 

ETedrieo = Eti + Et2 - (En * Bn) (2) 
donde: Eti es el Efecto del tratamiento 1 y Et2 es el efecto del tratamiento 2. 
Como se puede apreciar en la Tabia No 1, el efecto experimental obtenido para las 
combinaciones (preparadones combinadas) es superior al efecto tedrico o 
25 esperado. quedando demostrado el efecto sin^rgico de estas combinaciones en la 
reducci6n de la masa tumoral. 



30 



TabIa No 1: Efecto de los diferentes tratamientos, en ratas Copenhagen 
impiantadas con la Ifnea tumoral Dunning R3327-G, al sacrificio despu6s de 3 
meses de la primera inmunizacidn. 
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Tratamiento 


Peso del tumor (g) 
(Media de 10 
animales) 


Efecto del 
Tratamiento 


Efecto 
tedrico 


Castrados 


9,20 


0,707 


- 


Placebo 


31,41 


0,000 


- 


DES 


12,66 


0,597 


- 


D3-1 


19.31 


0.385 


- 


hrEGF-P64 


25,43 


0.190 


- 


hVEGF-KLH 


21.72 


0,309 




D3-1 + hEGFr-P64 


12.14 


0.613 


0.502 


D3-1 + hVEGF-KLH 


10,87 


0.654 


0.575 
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REIVINDICACIONES 



PCT/CU2003/000019 



COMBINACIONES DE FACTORES REGULADORES DEL CRECIMIENTO Y 
HORMONAS PARA EL TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS. 

5 

1. Combinadones farmac6uticas para el tratamiento de neoplasias, mediante 
administracidn simultenea. separada o secuenclal, caracterizada porque 
Incluye un compuesto A y un compuesto B. donde A y B son selecclonadas del 
grupo de mol^culas consistentes en: 

10 A: 

a.1. GnRH, o sus anilogos, o anticuerpos antl-GnRH, o el receptor de GnRH 
(GnRH-R) o sus variantes mutadas, o p§ptidos derivados, o anticuerpos anti- 
GnRH-R, acoplados o no a una protelna portadora inmunopotenciadora. 
a.2. Gonadotropinas naturales o recombinantes, o sus andlogos, o sus variantes 
15 mutadas, acopladas o no a una protefna portadora Inmunopotenciadora, 

anticuerpos antl-Gonadotroplnas hipofisarias, sus fragmentos Fabs, scFV, 
humanlzados o no. 

a.3. Receptores de Gonadotropinas hipofisarias, o sus variantes mutadas, o 
p6ptidos derivados, acoplados o no a una protefna portadora 
20 inmunopotendadora. 

a. 4. Anticuerpos anti-receptor de Gonadotropinas hipofisarias, sus fragmentos 

Fabs, scFV, humanizados o no. 

B: 

b. 1. EGF natural o recombinante o sus variantes mutadas, o peptides derivados, o 
25 peptides mim§ticos de EGF o an^logos de EGF, acoplados o no a una protefna 

portadora inmunopotendadora. 
b.2. Anticuerpos anti-EGF, sus fragmentos Fabs, scFV, humanizados o no. 
b.3. Receptor de EGF (EGF-R), o sus variantes mutadas o peptides derivados 

acoplados o no a una protefna portadora inmunopotenciadora. 
30 b.4. Anticuerpos anti receptor de EGF. sus fragmentos Fabs, scFV, humanizados o 

no. 

b.S. VEGF natural o-recombinante o sus variantes mutadas, o peptides derivados, 
o p6ptldos mim6ticos de VEGF o anSlogos de VEGF. acoplados o no a una 
protefna portadora inmunopotenciadora. 
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b.6. Anticuerpos anti-VEGF. sus fragmentos Fabs. scFV, humanlzados o no. 

b.7. Receptores de VEGF. o sus variantes mutadas o peptides derivados de los 

receptores de VEGF acoplados o no a una protefna portadora 

inmunopotenciadora. 

5 b.8. Anticuerpos anti receptor de VEGF, sus fragmentos Fabs. scFV, humanlzados 
o no. 

b.9. TGF natural o recomblnante o sus variantes mutadas, o peptides derivados, o 
peptides mlm§tlcos de TGF o an^logos de TGF, acoplados o no a una protefna 
portadora Inmunopotenciadora. 
10 b.10. Anticuerpos anti-TGF, sus fragmentos Fabs, scFV, humanlzados o no. 

b.11. Receptor de TGF (TGF-R), o sus variantes mutadas o peptides derivados 
acoplados o no a una protefna portadora Inmunopotenciadora. 

2. Combinaclones de acuerdo con la relvindlcaci6n 1 caracterizadas porque las 
molecules de los gnjpos A 6 B son acopladas a la protefna portedora 

15 Inmunopotenciadora medlante conjugaci6n o mediante la formaci6n de 

protelnas quImSricas. 

3. Combinadones de acuerdo con las reivlndicaciones 1 y 2 caracterizadas 
porque el p§ptido andlogo de GnRH tiene la secuencia pGlu-Hls-Trp-Ser-Tyr- 
Pro-Leu-Arg-Pro-Gly. acoplada a una protefna portedora Inmunopotenciadora. 

20 4. Combinadones de acuerdo con las reivlndicaciones 1 y 2 caracterizadas 
porque la protefna portadora inmunopotenciadora es seleccionada de las 
protefnas de la membrana extema de Neisseria meningitidis P1 y P64. 

5. Combinaclones de acuerdo con la reivindicaclones 1 y 2 caracterizadas porque 
la protefna portedora inmunopotenciadora es un epitope T helper del toxoide 

25 tetenico (TT). 

6. Combinaclones de acuerdo con la reivindicaciones 1 y 2 caracterizadas porque 
la protefna conjugada o qulm^rica es una de las variantes siguientes: 

(a) GnRH unlda a una protefna portadora y a EGF. 

(b) GnRH unida a una protefna portadora y a VEGF. 
30 (c) GnRH unida a una protefna portadora y a TGF. 



(d) 
(e) 



GnRH unida a una protefna portadora a EGF y a TGF. 
GnRH unida a una protefna portadora a VEGF-y a EGF. .- 
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7. Un m§todo para la generaci6n de respuesta Inmune combinada caracterizado 
porque comprende el tratamlento con una de las combinaclones terap6uticas 
deflnldas en cualqulera de las reivindicadones de la 1 a la 6. 

8. Un m6todo segCin la reivlndlcaci6n 7 caracterizado porque las combinaclones 
pueden ser aplicadas de forma simultenea, separada o secuencial. 
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Box 11 Observations where unity of Invention is laclcing (Continuation of item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



I I slarchable ddm^^^ ^^''^ ^^^^ applicant, this Internationa! Search Report covers all 



2- LD ^^y^dWora^^^^^^ ^® searched without effort justifying an additional fee. this Authority did not invite payment 



3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Renort 
" — » covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: imemaiionai t>earcn Heport 



^- Q additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this International Search Report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it Is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



I I additional search fees were accompanied by the applicant's protest 
I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claims Nos.: 1 



Jl^ent claim 1 is considered not to be clear within the meaning of Art. 
6 PCT. The expressions "analogues of GnRH" analogues of 
gonadotropins", "derivatives peptides" and "mimetic peptides" do not 
allow the reader to determine which analogue or derivative to which the 
c I dim irsTcirs • 

fhn?^'"'*?'"®^^"J-''^?^"' ^ ""^i^^® ^° ^" extremely large number of possible 
therapeutic combinations. Support within the meaning of Article 6 PCT 
and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT is to be found 
Jowever. for only a very small proportion of the therapeutic combinations 

j2rJ5^H?r^wV^^*i ^^^^^^ so lack support, and the application so 
lacks disclosure, that a meaningful search over the whole of the claimed 
scope is impossible Consequently, the search has been carried out for 
those parts of the claims which appear to be supported and disclosed. 
[I^r^^n55°^®.P^C*f relating to the therapeutic combinations D3-1 + 

t ^^VEGF-KLH which appear in the examples and whose 
synergistic effect has been demonstrated in Table j 

The applicants attention is drawn to the fact that claims, or parts of 
claims, relating to inventions in respect of which no international 
search report has been established need not be the subject of an 
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The aoolicant 
IS advised that the EPO policy when acting as an International 
Preliminary Examining Authority is normally not to carry out a 
preliminary examination on matter which has not been searched. This is 
the case irrespective of whether or not the claims are amended following 
receipt of the search report or during any Chapter II procedure 
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X En ta continuact6n del Recuadro C se retacidnan 
— I documentos adicionales 



|X I V^^® Anexo de la famllia de patentes. 



* Categorfas espedales de documentos cftados: " ^ 

"A" documento que define el estado general de la t6cnlca, no 

considerado como particulamiente pertlnente 
"E" documento anterior, publicado ya sea en la fecha de presen- 

tacion Intemactonal o con posteriordad a la mlsma 
"L" documento que puede planteardudas sobre feivlndicaddnfes) 

de priondad o que se dta para detemilnar la fecha de 

publicaadn de otra cita o por una razdn espedal (como la espedficada) 
"Q". documento que se refiere a una divulgacl6n oral, a un em- 

pleo, a una exposict6h b a cualquier otro b*po de medio ' " ' * 
"P" documento publto^o antes de la fecha de presentaddn Inlemad6nal 

pero con postertorldad a la fecha de prioriSad relvSSlSida * 
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<*°S"rJIl!I!?i^®PS/*'*'^^''"f^'^ la Invend6n reivindlcada 
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adivldad inventiva cuando se consldera el documento aisladam^e 
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hwencWn relnvjxlicada implique actlvidad InvenS^S^^o^ei 
oocumentaeste combjnado con otro^u otros documentos. cuva 
combinaci6n sea evidente para un experto en la materia ' 

documento que forma parte de la mlsma famflia de patentes 



Fecha de expedicton del presente infbrme de biisqueda intemactonal 

18. 05 2m 
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C.(conUnuaci6n) DOCUMENTOS CONSIDERADOS PERTINENTES 



CategonV Identificaci6n de los documentos citados, con indicacI6n, cuando se adecuado, de los pasajes pertinentes 



N** de las relvindicaciones 
pertinentes 



wo 98/27111 A (BASULTO BAKER ROBERTO 
;BRINGAS PEREZ RICARDO (CU); FUENTE GARCIA 
J) 25 Junio 1998 (1998-06-25) 
el documento completo 

CAMBY I ET AL: "CHARACTERIZATION OF THE 

INFLUENCE OF ANTI -HORMONE AND/OR 

ANTI -GROWTH FACTOR NEUTRALIZING ANTIBODIES 

ON CELL CLONE ARCHITECTURE AND THE GROWTH 

OF HUMAN NEOPLASTIC ASTROCYTIC CELL LINES" 

JOURNAL OF NEURO-ONCOLOGY. KLUWER, BOSTON. 

US, 

vol . 20, num. 1, 1994, piginas 67-80, 

XP000618456 

ISSN; 0167-594X 

el documento complete 
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Solicitudinternacianal n* 
PCT/CU 2003/000019 



De confoimidad con el articulo 17.2.a), algunas reivindicaciones no ban podido sa objeto de bisqueda por los sisuientes motivos: 

1. ^ Las reivindicaciones n": 7 y 8 

se refiwen a un objeto coo respecto al cual esta Admmistracito no esU obligada a proceder a la biisqueda. a sab^ i 
Se refieren a un metodo de trataniiento terajxSutico del cueipo humano. A pesar de ello. la busqueda se 
ha realizado para estas reivmdicaciones y se ha basado en los efectos atribuidos a las combinaciones 
descntas. 

2. ISI Las reivindicaciones n°*: 1 

^ ^ ^l'"^^^ iiiteniacional que no cun»plen eon los reqnisitos estaWeddos. de tal modo que no pueda I 
eiectuarse una busqueda provechosa.concretamente: «i»ubub| 
Ver hoja adicional 



3. Q Las reivindicaciones n": 

son reivindicaciones dependientes y no est4n ledacudas de confomidad con los pdnafos segundo y teicero de la legla 6.4.a> 



Recnadro n Obserwiciones cuando falta unidad de invenddn (Continaaci6n del punto 3 de la primera hoja) 



La Administracito encargada de la B<isqueda hitemacional ha detectado vaiias invenciones en la presente soUdtud inteniadonal, a saber 



^ ^ 'f" ^ taMS adidonales ban sido satisfcdms por el solidtante denbo del plazo. el prescntc infoime de btisqueda 
interaacionalcoraprendetodas las rdvindicaciones que puedenser objeto debfisqueda. " »iu«ia| 

2. □ Dado que todas las reivmdiMciones que puedeiiserob^ 
una tasaadiaonal, esta Adnunistracidn no ha invitadoal page deningunatasade esta naturaleztf • i J - i i 

3. □ que tm s61o una parte de las tasas adicionalcs solidtadas ha sido satisfecha dentro del plazo por d solicitante. el prcsente 
Si^ttt^ uitenwcional coinprende solamente aqueUas reivindicaciones respecto de las cual^ han sido satisfechas 
las tasas, concretamente las reivindicadonesn°*: « u aauwcwias i 



4. □ Kmgwim de las tasas adicionalcs solidtadas ha sido satisfecha por d solicitante denlio de plazo. En consecuencia. d nresente 
if^virS^S.": ' « " 1« mve„ci6n mencionada en prinusr ttonino en las idvindicadones. cubi«ta por 



Indlcaddnencuantoalarescrva □ Las tasas adicionalcs han sido acompalUidasde una reserva por parte dd solidtante 

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna leserva. 
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Coatinuacion del Recuadro L2. 

Se considera que segun el Art. 6 PCT la reivindicacion 1 no esta clara. Las expresiones "analogos de 
GnRH", "analogos de gonadotropinas", "peptides derivados" y "peptidos mim^icos" no peimiten 
determinar de que analogo o derivado se trata^ Ademas, la citada reivindicacion 1 se refiere a un numero 
extremacteimente elevado de posibles combinaciones^terapeuticas, lo. que da lugar a una felta de claridad 
(y/o de concision) que hace imppsible la realizacion de.una busqueda completa.^Cons0cuenteinente» la 
busqueda se ha llevado a cabo para aquellas partes de la reivindicacion que parecen estar claras, flindadas 
y descritas, a saber, las combinaciones terapeuticas D3-I + liEGFr-P64 y DS-l+hVEGF-KLH que 
aparecen en los ejemplos y cuyo efecto sinergico se phieba experimentalmente en la tabla 1. " 

Se llama la atenci6n del solicitante sobre el hecho de que de acuerdo con la Regla 66.1(e) PCT, no seia 
necesario proceder a \m examen preliminar intemacional para las reivindicaciones o parte de ellas'paia las 
que no se haya establecido un informe de busqueda intemacional. 
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